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A erva-mate (Ilex paraguariensis 
A. St. Hill.) é uma espécie nativa da 
Floresta Ombrófila Mista, de grande 
importância socioeconômica, cultural e 
ambiental para a região Sul do Brasil, 
Paraguai e Argentina (Fowler; Sturion, 
2000), de ocorrência natural no Brasil, 
Argentina, Paraguai e em algumas regi-
ões do Uruguai (Oliveira; Rotta, 1985). 
A erva-mate é ingerida após o preparo 
de infusões das suas folhas verdes 
secas ou tostadas a quente ou a frio 
(Bracesco et al., 2011) e o seu consu-
mo se deve principalmente ao sabor e 
aos diversos efeitos benéficos à saúde, 
devido à presença de compostos bioa-
tivos como as xantinas (e.g., cafeína) 
e compostos fenólicos (e.g., ácido clo-
rogênico). Recentemente, a erva-mate 
vem ganhando destaque como produto 
de exportação brasileira para diversos 
países com potencial para o seu uso 
na indústria farmacêutica e alimentícia 
(Márquez et al., 2013; Cardozo Junior; 
Morand, 2016; Matei et al., 2016). Os 
plantios de erva-mate provenientes de 
sementes apresentam grande heteroge-
neidade, sendo a utilização da propaga-
ção vegetativa para a produção comer-
cial de mudas um fator importante para 
a formação de plantios de alta produtivi-
dade e uniformidade, com possibilidade 
de melhoria da qualidade dos produtos 
obtidos em relação aos componentes 
bioativos, e possibilidade de produção 
de mudas durante todo o ano, por meio 
de plantas matrizes mantidas em viveiro, 
em sistemas de canaletão.
Na erva-mate destacam-se os grupos 
das metilxantinas (cafeína, teobromina e 
teofilina), ácidos hidroxicinâmicos e seus 
derivados químicos (ácido cafeico e áci-
do clorogênico) e flavonoides (querceti-
na, campferol e rutina) (Heck; De Mejia, 
2007). Entretanto, os compostos presen-
tes em tecidos foliares são numerosos 
e podem ser divididos em metabólitos 
primários e secundários, os quais 
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constituem um conjunto diversificado de 
compostos e classes químicas que são 
caracterizados por distintas proprieda-
des físico-químicas (Dunn; Ellis, 2005). 
Os metabólitos primários estão envolvi-
dos nas principais vias metabólicas que 
ocorrem nas células e encontram-se 
dissolvidos no citosol (e.g., açúcares e 
seus derivados, ácidos carboxílicos, lipí-
dios e aminoácidos (Dixon, 2001; Hall, 
2006); e os metabólitos secundários são 
uma série de compostos que parecem 
não ter função direta no crescimento e 
desenvolvimento dos vegetais, mas sim 
às respostas a fatores externos do meio 
ambiente, os quais são divididos em três 
grupos principais, os terpenos, com-
postos fenólicos e nitrogenados (Taiz; 
Zeiger, 2013).
Na análise de compostos polares 
via cromatografia gasosa acoplada à 
espectrometria de massas (CG-EM) de 
um extrato vegetal ocorre a detecção 
de um grande número de compostos 
e, com o advento de ferramentas ana-
líticas que possibilitem a deconvolução/
extração de picos e automatização do 
processo, um grande número de com-
postos são detectados e vários são 
anotados (Wagner et al., 2003; Schauer 
et al., 2005; Strehmel et al., 2008). Os 
softwares que possibilitam a deconvolu-
ção/extração dos espectros de massas 
dos diversos compostos presentes nos 
cromatogramas da corrente total de íons 
estão disponíveis no mercado, entre as 
plataformas mais usuais estão o AMDIS 
“Automated Mass Spectra Deconvolution 
and Identification System”, comumente 
utilizado por estar disponível livremente 
no site do National Institute of Standards 
and Technology (NIST) (http://chemdata.
nist.gov/mass-spc/amdis/downloads/) 
e o TagFinder desenvolvido por pes-
quisadores do Instituto Max Planck de 
Fisiologia Vegetal Molecular (Potsdam-
Golm, Alemanha) (Luedemann et al., 
2008).
O objetivo desse trabalho foi listar o 
número de compostos identificados nos 
extratos metanólicos de tecido foliar de 
dois clones de erva-mate. Para isso, 
foram coletado tecidos foliares durante 
o ciclo circadiano (i.e., período de cerca 
de 24 horas) e nas diferentes estações 
do ano, buscando abranger as possíveis 
diferenças biológicas na produção de 
metabólitos pelas plantas. A listagem 
dos compostos busca informar aos di-
ferentes setores da cadeia produtiva da 
erva-mate sobre os compostos presen-
tes no tecido foliar da espécie e ajudar 
na busca de novos compostos bioativos 
para uso na indústria farmacêutica ou 
alimentícia.
Os experimentos foram realizados 
na Embrapa Florestas, localizada no 
município de Colombo/Paraná-Brasil, 
utilizando dois clones comerciais (AC1 
e BC1) provenientes de um programa 
de melhoramento genético, com as 
minicepas mantidas em um minijardim 
clonal em sistema semi-hidropônico 
(canaletão) com areia. As plantas foram 
mantidas sob irrigação por gotejamento 
com solução nutritiva (Wendling; Dutra, 
2008), duas vezes por dia, na estação 
de inverno (2,5 L m-2 / aplicação) por um 
período de 4 minutos e 40 segundos; e 
três vezes por dia na estação de verão 
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(1,7 L m-2 / aplicação) por um período de 
3 minutos e 6 segundos. Após o esta-
belecimento das mudas (16 meses) e 
com a manutenção de podas a cada 30 
dias, a coleta do material vegetal (tecido 
foliar adulto) para as análises foi reali-
zada sempre na semana que antecedia 
a poda de manutenção. O experimento 
do ciclo circadiano foi realizado no mês 
de maio de 2017, nos seguintes horários 
12h, 16h30, 18h30, 24h30, 5h30, 7h30. 
As coletas em diferentes estações foram 
realizadas em 2017 e 2018, na sequên-
cia: maio (outono), agosto (inverno), no-
vembro (primavera) e fevereiro (verão), 
sempre uma hora após o nascer do sol e 
uma hora antes do pôr do sol.
O tecido vegetal (folha adulta) foi 
coletado em cinco repetições biológicas 
(i.e., 5 plantas diferentes) de cada clone, 
em região mediana da planta e posição 
intermediária no galho. Em seguida, 
dentro de até 10 segundos após o seu 
corte, as folhas adultas foram imedia-
tamente imersas em nitrogênio líquido. 
Todos os materiais foram macerados 
em cadinho com N2(l) e armazenadas sob 
temperatura de -80 °C até requeridos 
para extração. O método de extração 
foi realizado seguindo o descrito por 
Dethloff et al. (2014). Brevemente: fo-
ram transferidos 20 mg (± 5 mg) do 
material vegetal anteriormente congela-
do e triturado, para um tubo Eppendorf 
de 2 mL. As amostras foram mantidas 
congeladas em N2(l) durante a pesagem. 
Após, foram adicionados 300 μL de 
metanol pré-arrefecido sob temperatura 
de -20 °C, com auxílio de micropipeta 
(Eppendorf). O material vegetal e o 
solvente, então, foram misturados em 
vórtex. A este material foi adicionado 
30 µL de 13C6-Sorbitol (padrão interno, 
0,2 mg mL-1 em metanol) e 30 µL padrão 
de ácido nonadecanóico (controle da 
extração, 2 mg mL-1 em clorofórmio). 
A extração ocorreu em equipamento 
Thermomixer (Eppendorf), sob agitação 
constante de 950 rpm, por 15 minutos 
e sob temperatura de 70 °C (após o 
primeiro minuto de agitação os eppen-
dorfs eram abertos, a fim de retirar o 
excesso de pressão). Após a incuba-
ção, as amostras foram resfriadas em 
temperatura ambiente e após adiciona-
do 200 μL de clorofórmio, por meio de 
seringa de vidro graduada. O conteúdo 
foi misturado em vórtex e, em seguida, 
aquecido novamente no Thermomixer 
sob 950 rpm, durante 5 minutos e sob 
temperatura de 37 °C. Então, foram 
adicionados 400 μL de água ultrapura, 
cujo conteúdo foi misturado em vórtex 
por cerca de 20 segundos e centrifugado 
(Eppendorf centrifuge 5417R) durante 7 
minutos sob 12.000 rpm. Uma alíquota 
de 160 μL da fase polar (superior) foi 
transferida para um tubo de Eppendorff 
cônico (1,5 mL), e o extrato foi seco sob 
vácuo no SpeedVac (Concentrador plus 
- Eppendorf) durante a noite, com pos-
terior armazenagem sob temperatura 
de -80 °C até as derivatizações. A me-
toximação foi realizada adicionando ao 
extrato seco 40 µL de uma solução pre-
parada em piridina contendo 5 mg mL-1 
de 4-(dimetilamina)-piridina, 40 mg mL-1 
de cloridrato de metoxiamina, e mis-
turada em vórtex por 30 segundos. A 
reação aconteceu em Thermomixer 
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sob 950 rpm, durante 90 minutos sob 
temperatura de 30 °C. Após o tempo de 
incubação, foram adicionados à solução 
70 μL do agente de sililação BSTFA e 
10 μL de mistura de alcanos, para o cál-
culo do índice de retenção, sendo essa 
solução misturada em vórtex por 30 
segundos e incubados sob temperatura 
de 37 °C em Thermomixer (Eppendorf) 
sob 950 rpm, durante 30 minutos. Logo 
após, os tubos Eppendorfs foram centri-
fugados sob 14.000 rpm por 5 minutos e 
uma alíquota de 80 μL transferida para 
vial de vidro com fundo cônico (0,5 mL), e 
levados para análises cromatográficas.
As análises cromatográficas foram 
realizadas no Instituto Max Planck 
(Potsdam, Alemanha) utilizando um 
injetor automático (PAL-Autosamples, 
Gerstel) em um cromatógrafo gaso-
so (Agilent 6890N) com injetor split e 
splitles com controle de pressão ele-
trônico de até 150 psi, acoplado a um 
espectrômetro de massas de tempo 
de vôo Pegasus III (LECO Instrumento 
GmbH, Mönchengladbach, Alemanha). 
As amostras foram injetadas no modo 
splitless (1 µL) e no modo split com di-
visão de fluxo 1:30 (1 µL), dependendo 
da concentração dos analitos nas amos-
tras. Os analitos foram separados por 
meio de coluna cromatográfica modelo 
DB-5 (30 m x 0,25 mm, espessura de 
filme 0,25 µm, Agilent) integrada a uma 
pré-coluna de mesmo recheio (10 m x 
0,25 mm x 0,25 µm) com injetor na tem-
peratura de 230 °C e linha de transferên-
cia na temperatura de 250 °C, o gás de 
arraste usado foi o hélio com fluxo cons-
tante de 0,6 mL min-1. A programação de 
temperatura do forno foi: 70 °C, isoterma 
de 1 minuto, aquecimento até tempera-
tura de 350 °C na taxa de 9 °C min-1, 
com isoterma final de 5 minutos. O 
espectrômetro de massas foi operado 
no modo positivo com ionização por im-
pacto de elétrons de 70 eV, com tempe-
ratura da fonte de íons de 200 °C, com 
resolução de massa nominal com taxa 
de varredura ajustada para 20 s-1, com 
intervalo de massas definido para m/z = 
70–600.
Os cromatogramas gerados pelo 
software ChromaTOF (Versão 4.22; 
LECO, St. Joseph, EUA) foram exporta-
dos em formato NetCDF, para extração 
das alturas de picos dos fragmentos e 
identificação dos compostos usando 
o software TagFinder sob supervisão 
manual (Luedemann et al., 2008). Os 
analitos foram identificados mediante 
comparação dos espectros de massas e 
índice de tempo de retenção coletados 
com a biblioteca de referência do banco 
de dados metabolômicos, GDM databa-
se (Kopka et al., 2005; HummelL et al., 
2007). As diretrizes para identificação 
de metabólitos supervisionados manual-
mente foram à presença de, pelo menos, 
três fragmentos de massa específicos 
por composto e um desvio do índice de 
retenção inferior a 1,5% (Strehmel et al., 
2008). 
O processo de detecção dos com-
postos usando o software TagFinder 
(Luedemann et al., 2008) proporcionou 
a extração de mais de 200 compostos 
nos extratos metanólicos do tecido foliar 
de erva-mate, os quais foram coletados 
em diferentes horas do dia e ao longo 
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do ano. Entretanto, somente 96 desses 
compostos foram anotados (Tabela 1) e, 
com base nas estruturas químicas dos 
compostos, esses foram separados em 
13 diferentes classes químicas. Com re-
lação à classificação é importante men-
cionar que alguns compostos possuem 
uma molécula bifuncional (i.e., quando 
dois grupos funcionais diferentes estão 
presentes em uma mesma molécula 
orgânica), como etanolamina que possui 
os grupos funcionais amina e hidroxila. 
Nos casos bifuncionais optou-se por 
aquela em que os grupos funcionais 
representassem uma única classe (e.g., 
açúcares) ou ainda na literatura espe-
cifica já tivessem sido classificados em 
uma classe especifica (e.g. ácido quíni-
co, classe ciclitol).
Os açúcares (carbohidratos) mo-
nossacarídeos presentes nos tecidos 
foliares são aldoses (6 compostos) e 
cetoses (2 compostos) contendo 5 (pen-
tose) e 6 (hexose) átomos de carbono. A 
diferença entre aldose e cetose é a pre-
sença do grupo funcional aldeído ou ce-
tona, respectivamente (Tabela 1, Garret; 
Grisham, 2005). Além dos monossacári-
dos foi identificado 3 dissacarídeos e 1 
trissacarídeo (Tabela 1). 
Açúcares álcoois (alditóis) são classi-
ficados assim pela presença de somente 
grupos álcoois nas moléculas (Garrett; 
Grisham, 2005). Os álcoois cíclicos 
(ciclitóis) também foram classificados 
nessa mesma classe, uma vez que o 
mio-inositol pode ser classificado tanto 
como açúcar álcool cíclico ou ciclitol. 
Considerando que os compostos ácidos 
quínico e chiquímico são moléculas 
bifuncionais contendo grupos hidroxilas 
e carboxila, esses foram classificados 
aqui como ciclitóis (Anderson; Wolter, 
1966). Nessas duas classes foram iden-
tificados 5 compostos (Tabela 1).
Os açúcares ácidos são derivados 
das aldoses produzindo os ácidos aldô-
nicos (uma carboxila) ou aldáricos (duas 
carboxilas) ou podendo derivar dos 
açúcares álcoois (e.g., glicerol produ-
zindo ácido glicérico) (Garrett; Grisham, 
2005). Foram identificados 8 açúcares 
ácidos sendo que somente dois desses 
pertencem ao grupo dos ácidos aldári-
cos, os ácidos galactônico e sacárico 
(Tabela 1).
Duas outras classes de açúcares 
foram encontradas. Os desoxiaçúca-
res, monossacarídeos no qual um ou 
mais grupos hidroxi são substituídos 
por átomo (s) de hidrogênio (Garrett; 
Grisham, 2005), representado pela pre-
sença da fucose, e os anidros açúcares 
representados pelo levoglucosano 
(Radermacher et al., 2019, Tabela 1).
Aminoácidos são moléculas, no mí-
nimo, bifuncionais contendo os grupos 
carboxila e amina, cuja característica 
crucial desses é a formação de peptí-
deos e proteínas a partir da presença 
dos dois grupos funcionais que sofrem 
uma reação cabeça – cauda (Garrett; 
Grisham, 2005). Nos extratos metanóli-
cos foram encontrados 12 aminoácidos 
(Tabela 1), entretanto o ácido piroglutâ-
mico raramente é encontrado em proteí-
nas e os compostos GABA (ácido gama-
aminobutírico), sarcosina e ornitina não 
são encontrados em proteínas (Garrett; 
Grisham, 2005).
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Tabela 1. Relação dos compostos presentes em extrato metanólico de tecido foliar de erva-mate 
coletado em diferentes horas do dia e ao longo do ano.
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1 Os nomes compostos estão apresentados (i.e., nomes e estruturas) sem as derivatizações usadas para análises por 
CG-EM, entretanto as referências listadas estão associadas aos compostos derivatizados; 2 GMD - Golm metabolome 
database; 3 Compostos referenciados não estão derivatizados.
Compostos1 GMD2 Estruturas moleculares
Tabela 1. Continuação...
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Na classe dos compostos nitroge-
nados estão presentes várias classes 
químicas, sendo a presença do átomo 
de nitrogênio o ponto em comum (Tabela 
1). Destaca-se a presença da cafeína 
(classe das xantinas), um importante 
composto nos tecidos foliares da erva-
-mate, onde pode ser encontrado em 
alta concentração, em geral 1% a 2% de 
tecido seco (Heck; De Mejia, 2007).
A maioria dos ácidos orgânicos pre-
sentes nos tecidos da erva-mate encon-
tram-se em suas formas aniônicas, no 
ciclo do ácido cítrico (Ciclo de Krebs), 
sendo esses os ácidos α-cetoglutárico, 
cítrico, fumárico e málico (Tabela 1). É 
importante salientar a presença do ácido 
succínico, um regulador da rota da SAM 
(S-adenosil-metionina (Ashihara et al., 
2008)), principal rota para obtenção de 
cafeína e seus derivados.
Compostos fenólicos ou polifenóis são 
uma das classes químicas identificadas 
frequentemente em plantas, e são reco-
nhecidos como antioxidantes naturais 
(Tanase, 2019). Os derivados do cafeiol 
são os constituintes majoritários nos 
tecidos foliar de erva-mate (Heck; De 
Mejia, 2007), aqui representados nos 
extratos metanólicos, nos isômeros cis 
e trans dos ácidos cafeico, 3-cafeiolquí-
nico, 4-cafeiolquínico e 5-cafeiolquínico 
(Tabela 1). É interessante mencionar 
que a análise dos ácidos dicafeiolqui-
nicos não é possível com a técnica de 
cromatografia gasosa usada, devido 
às suas elevadas massas molecula-
res. Como compostos fenólicos são 
aqueles que contêm anéis aromáticos 
hidroxilados, a hidroquinona e os ácidos 
3-hidroxi-benzóico e 4-hidroxi-benzóico 
estão presentes nessa classe, embora 
não exista evidência que atuem como 
antioxidantes naturais.
Outras quatro classes de compos-
tos foram criadas com a presença de 
poucos compostos nelas: (i) compostos 
fosfatados, (ii) lipídios, (iii) compostos 
aromáticos e (iv) composto inorgânicos 
(Tabela 1). A fosforilação de açúcares 
está diretamente ligada à glicólise e 
são importantes na rota biossintética 
de amido e glicose (Taiz; Zeiger, 2013). 
Os lipídios são moléculas que possuem 
baixa solubilidade em água e contêm 
alto teor de hidrocarbonetos, aqui desta-
ca-se o ácido ursólico, um componente 
das saponinas triterpênicas presente em 
tecido foliar de erva-mate (Gosmann et 
al., 1995). Os compostos aromáticos de-
tectados apresentam um único anel ben-
zênico e, além do ácido benzoico que 
pode estar associado à síntese do ácido 
salicílico (Lee et al., 1995), os demais 
compostos não apresentam uma função 
específica em tecidos foliares. Por fim, 
os compostos inorgânicos presentes 
(i.e., fósforo e boro) são nutrientes iden-
tificados nos tecidos.
Em resumo, a análise de compostos 
polares via CG-EM do tecido foliar adul-
to de erva-mate possibilitou a detecção 
de um grande número de compostos, 
sendo que 96 compostos foram anota-
dos. Entretanto, é importante salientar 
que, com uma técnica analítica isolada, 
não é possível detectar todos os com-
postos presentes em uma determinada 
amostra e que essa possui suas limi-
tações. De qualquer forma, a relação 
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